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Beschreibunq 

Die vbiiiegende Erfindung betrifft Ver^hren und Mittel zum spezifi- 
schen Nadiweis von Mykobakterieninfelctionen mit Mykobakterienar- 
ten der Gruppe Mycobacterium tuberculosis-Komplex (TBC), das 
5 heiBt Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), Mycobacterium 
■ bovis (M. bovis), Mycobacterium bovis BCG (M. bqyis BCG;, Myco- 
bacterium africanum (M. afticanum) und Mycobacterium microti (M. 
microti), in klinischem Material. 

Gegenwartig sind cirka 2 Milliarden Menschen weltweit mit dem Er- 

10 reger der Tuberkulose, M. tuberculosis, infiziert, wobei jalirlich 8 Mil- 
llonen an Tuberkulose erkranken. Von den an Tuberkulose erkrank- 
ten versterben j&hrlich 3 Millionen. Damit ist die Tuberkulose weltweit 
zur Zeit die am hSufigsten zum Tode fQhrende bakterielle infektiohs- 
erkrankung. In den meisten Industrienationen besteht aufgrund der 

15 GefShrlichkeit dieser Erta-ankung eine sofortige Meldepflicht nach 
Diagnose einer Tuberkulose, nicht zuletzt um so schnell wie mSglich 
eine Ausbre'rtung in der BevSlkferung zu verhindem. In Westeuropa 
liegt die durchschnitlliche Inzidenz bei cirka 30 jShrllchen Neuerkran- 
kungen pro 100000 Einwohner, in der Bundesrepublik Deutschland 

20 bei cirka 20. Die Tuberkulose ist hauptsSchlich in der Lunge lokall- 
siert (mehr als 80% der TuberkulosefSHe in Deutschland), seltener in 
Halslymphknoten, Darm oder Haut. Die sehr unterschiedlichen klini- 
schen Verlaufe der Tuberkulose machen eine exakte Beschreibung. 
des Krankheitszustandes sowie eine schnelle Diagnose insbesonde- 

25 re zur frQhen Erkennung frQher Erkrankungsstadien notwendig. 

In den letzten Jahren kann ein vermehrtes Auftreten yon Tuberkulo- 
. se. sowohi in den '■Er^v\jc^ ■ - — 
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onen beobachtet werden, wobei vor allem bei immunsupprimierten 
HiV-Patienten dadurch regelmaUig TodesfSIle verzeichnet werden. 
Jedoch nicht nur wegen der allgemeinen Gefahr fur groSe Teile der 
WeltbevSIkerung, sondern auch wegen des inzwischen epidemiear- 
5 tigen Auftretens von. mehrfach-resistenten Bakterienstammen 
(MDRTB) innerhalb oder auBerhalb von Krankenhausem wird die 
schnelle und eindeutige Diagnose zum Nachweis dieser Tuberkulo- 
se-auslosenden Bakterienst§mme gefordert. Ziel der gegenwdrtigen 
BemQhungen auf dem Gebiet der Mykobakterien-Diagnostik ist da- 

10 her niclit allein die Bereitstellung von Mykobakterien-Tests, welclne 
es erlauben, eine Mykobakterieninfektion innerhalb kQrzester Zeit in 
einem frQhen Infektionsstadium zu erkennen, sondern vielmehr die 
Tuberkulose-ausiesenden ErregerstSmme spezlfisch zu identifizie- 
ren, beispielsweise den spezifischen Nachweis von tuberkul5sen 

15 IVIykobakterien des TBC gegenQbfer nicht-tuberkulosen l\/Iykobakte- 
rien sowie die Unterscheidung einzelner Spezies innerhalb des TBC. 

In den letzten Jahren wurden zur klinischen Diagnose von Mykobak- 
terien im Labor verstarkt auch molekularblologische Techniken, ins- 
besondere basierend auf der DNA-Amplifikation wie der Polymerase- 
20 Kettenreaktion (PGR) eingesetzt. Telenti et al. beschreiben dabei 
einen Mykobakterien-Test zur spezifischen Detektion einiger Myko- 
bakterienspezies mittels PGR und Restriktionsenzymanalyse (Telenti 
etaL. J. Clin. Microbiol. (1993) 31:175-178). 

DarQber hinaus existieren gattungsspezifische Verfahren fOr Myko- 
25 bakterien, urn Mykobakterieninfektionen gegenQber Infektionen mit 
nIcht-iVlykobakterien-Erregem abzugrenzen. Bekannte gattungsspe- 
zifische Verfahren zielen dabej auf das Gen codlerend die 16S- 
rRNA, das.heiiit das 16S-rRNA-Geh, oder das Gen des 65 kDa- 
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„heat shock"-Proteins. Zu den Genomregionen, die bekanntermaSen 
zum artspezifischen Nachweis von einigen Erregern des TBC mittels 
PGR eingesetzt werden kfinnen, zahlen beispielsweise die Region 
IS6110, die Gene des 38 IcDa-Proteins. die Gene des MBP64- 
5 Proteins Oder die Regionen mtp40 oder pl\/ITb4. 

Abgesehen von diesen fndividuellen Labon/erfaliren existieren auch 
: kommerziell eriialtliclie Diagnose-Kits, die meist aussctilieUlich zur 
Diagnose der Erregergruppe des TBC geeignet sind. Bekannte Kits 
werden beispielsweise von Roche-Amplicor™, Geneprobe™ oder 

10 Abbot™ angeboten. Bezeichnend fur die heutige Situation ist die 
Tatsache, dass es bis jetzt noch keine Methods gibt, die als allge- 
mein anerkannter Diagnosestandard akzepliert ist. Weitere bekannte 
Nachtelie kommerzlefl erhSltlicher Verfahren sind die mOgliche und 
spezifisclie Inhibition der Amplifikationsreaktion bei manchen klinl- 

15 schen Proben, eine lange Untersuchungsdauer - in jedem Fall uber 
mehrere Stunden, meist aber Ober Nacht - sowie die Einschrankung 
auf bestinnmte klinische Untersuchungsmaterialien, insbesondere auf 
Proben aus dem Respirationstrakt. 

Es existieren auch Ansatze zur Unterscheidung und zum spezifi- 
20 schen Nachweis einzelner Mykobakterienarten, welche der Gruppe 
des TBC angeheren (z.B. Sreevatsan et al. J. Clin. Microbiol. (1996) 
34:2007-2010). Die Identifikation einer polymorphen Region im 
oxyR-Gen von Mykobakterien, welche fiir die Spezies M. bovis und 
den abgeschwMchten Tuberkulose-lmpfstamm M. bovis BCG (Bacii- 
25 lus Calmette Guerin), das heiSt fur bovine Mykobakterien spezifisch 
ist. So besalien die untersuchten Isolate von M. bovis und M. bovis 
BCG an Position 285 des oxyR-Gens die Base Adenin, wShrend die 
andefeh Mitglleder des TBC an dieser Stelle eine Guanin-Base auf- 
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wiesen. In einer Untersuchung von Talbot et al (J. Clin. Microbiol. 
(1997) 35:566-569) konnte M. bovis BCG anhand der in diesem 
Stamm spezifisch fehlenden Genomregion RD1 Cregion of differen- 
ce") in einer Multiplex-PCR nachgewiesen werden. 



Diese Verfahren zum spezifischen Nachweis einzelner Stamme der 
Gruppe des TBC weisen jedoch insbesondere den Nachteil auf, dass 
sie in der klinischen Routinediagnostik aufgrund der komplizierten 
und langwierigen Vorgehensweise, insbesondere in mehreren Schrit- 
ten, wenig geeignet sind. So mussen nach erfolgter Amplifikation der 
10 isolierten Proben-DNA die amplifizierten Fragmente in aufwSndigen 
Hybridisiemngsverfahren, durch Sequenzierung bder in Shnlich auf- 
wandige Verfahren analysiert werden. Diese Nachwelsverfahren er- 
fordem dartiber hinaus normalerweise den Einsatz hochquaiifizierter 
Personen. AuBerdem mQssen diese Nachwelsverfahren nneist min- 
15 destens Qber Nacht angesetzt werden; ein Ergebnis steht also fru- 
hestens am nachsten Tag nach Probenbereitstellung zur Verfugung. 
Patienten mussen bis zum Vorliegen der Untersuchungsergebnisse 
meist statibnar aufgenommen werden. 

Andere Verfahren enthalten zur Unterscheidung und zum spezlfl- 
20 schen Nachweis der Gattung Mycobacterium die Sequenzierung des 
16S-rRNA-Gens von Mykobakterien. Damit l§sst sich ein Nachweis 
erbringen, ob Erregerstamme des TBC, nicht-tuberkulose Mykobak- 
terien Oder Erregerstamme, die nicht zun den Mykobakterien zahlen, 
vorliegeri- Die deutsche Patentanmeldung DE 102 15 238.1 betref- 
25 fend die molekulare Diagnostik von Mykobakterien insbesondere den 
gemelnsamen und jeweils spezifischen Nachweis einer Mykobakte- 
rieninfektion mit Erregern des TBC, insbespndere M tuberculosis, M. 
bovis und M. bovis BOG, gegehuber nicht-tuberkulosen Mykobakte- 
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rien, belspielswelse M. avium, M. paratubenculosis Oder M. intracellu- 
lare, und/oder nicht-Mykobakterien, beispielsweise nicht- 
mykobakterielle Actinomyceten, Erreger der Gattungen Bacillus, 
Staphylococcus, Listeria, Enterococcus sowie Proteus, E. coli, Sal- 
5 monella, Shigella, Klebsiella Oder Pseudomonas oder pllzliche Erre- 
ger, (ri kllnischem Material wird hiermit mlt ihrem gesamteri Inhalt in 
diese Beschreibung eingeschlossen. Eine Unterscheidung von Erre- 
gerstammen Innerhalb der TBC 1st mit Hilfe des 16S-rRNA-Gens 
nicht mOglich. 

10 Eine Differenzierung einzelner En^egerstSmme innerhalb des TBC, 
Insbesondere die Identiflkation von M. tuberculosis kann nomialer- 
weise nur durch Testen der Nitratreduktase-Aktivitat der IVIykobakte- 
ri6n erfolgen (z.B. Metchock B.G. et al. in: Manual of Clinical Micro- 
biology. ASM Press, Washington DC. 1999: 399-437), Es ist be- 

1 5 kannt. dass die Nitratreduktase-Aktivitat von Erregerstammen der Art 
M. tuberculosis gegenOber der Nitratreduktase-Aktivitat der anderen 
Mykobakterienstamme von TBC erheblich erhpht ist. Urn den 
Nitratreduktase-Test durchzufuhren, ist aber vor allem die Kultivie- 
rung der aus dem klinischen Material isolierten Mykobakterienstam- 

20 me, insbesondere also tuberkuloser Erregerstamme im Labor erfor- 
derlich, was normalenweise allein in speziell fOr die Kultlviemng 
hochinfektioser En-eger ausgestatteten Labors m5gllch ist. Die Ver- 
fOgbarkeit solcher Tests in der klinischen Routinediagnostik ist daher 
mit einen hohen labortechnischen und finanziellen Aufwand verbun- 

25 ' den. 

Alie bisher bestehendeh Nachweismethoden werden als unbefriedi- 
gend und deshalb verbesserungswQrdIg angesehen. Aus dem Stand 
Technik ist bisher kein fQr den kllhisbh^n Routineeinsatz geeig- 
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netes Verfahren bekannt, das sich insbesondere durch einfache An- 
wendung auszelchnet und womit es geiange, die Mitglieder der 
Gruppe TBC spezifisch in klinischem Material wie Sputum, Bronchi- 
aliavage, IVIagensaft, Urin, Stuhl, Knochenmark, Blut oder In Blop- 
5 slen nachzuweisen. 

Es 1st bekannt, dass der Einsatz der Echtzelt-PCR („Rapld-Cycle- 
PGR"), die beispielswelse mit einem lufltemperierten System aus- 
gestattet ist und somit wesentllch geringere Transitionszeiten gegen- 
Qber einer herkOmmlichen PGR aufweist, zu einer deutlich vermin- 

10 derten Zeit bis zum Nachweis von beispielsweise Mykobakterien mit- 
tels Amplifikation des Isollerten genetischen Materials der Mykobak- 
terien fUhrt (Chapin und Lauderdale. J. Clin. Microbiol. (1997) 
35:2157-2159). Daruber hinaus stellen fluorimetrische Messungen 
bei der Anwendung farbmarkierter Hybridisierungssonden, insbe- 

15 sondere im Rahmen der Echtzeit-PCR, eine schnelle und empfindli- 
dhe Methode zum Nachweis amplifizierter Genfragmente dar, 

Vor diesem Hintergrund liegt das technische Problem der vorllegen- 
den Erfindung darin, insbesondere verbesserte Verfahren und Mittel 
dazu bereitzustellen, welche Im Wesentlichen einen besonders 
20 schnellen und gleichzeitig spezifischeren Nachweis von Mykobakte- 
rieninfektionen und die Identlfizierung von Bakterienarten der Gruppe 
des M. tuberculosis-Komp\ex (TBC) in klinischem Material verschie- 
denen Ursprungs ermSglichen. 

Die vorliegende Erfindung lost das technische Problem einerseits 
25 durch die Bereitstellung eines Verfahrens zum spezifischen Nach- 
. weis von Mycobacterium tuberculosis In klinischem Material, wobei 
im. Wesentlichen 
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in einem Schritt a) mikrobielle DNA aus klinischem Material extrahiert 
wird, in einem weiteren Scliritt dj mindestens ein DNA-Fragment des 
Nitratreduktase-Operons von Mykobakterien, das heiSt des narGHJl- 
Operons, welches Nitratreduktase codieii, aus der extrahierten DNA 
5 amplifiziert wird, wobei das mindestens eine ampllflzierte DNA- 
Fragment eine Zielregion belnhaltet, welche mindestens einen DNA- 
Polymorphismus spezlfisch fOr M. tuberculosis aufweist, und 

in einem weiteren Schritt e) die spezifische Hybridlsierung des min- 
destens einen amplifizierten DNA-Fragments mit mindestens einer 

10 Hybridisierungssonde, das heiSt Oligonucleotld. detektiert wird, wo- 
bei die mindestens eine Hybridisierungssonde die Nucleotidsequenz, 
ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus der Nucleotidsequenz 
dargestellt in SEQ ID NO: 9, der komplementSren Sequenz zu SEQ 
ID NO: 9, der Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 10 und 

15 der komplementSren Sequenz zu SEQ ID NO: 10, enthalt, insbeson- 
dere daraus besteht, und wobei der spezifische Nachweis von M. 
tuberculosis gegeniiber anderen iVIitgliedern des TBC, das heiSt M. 
bovis, M. bovis BCG, M. africanum und M. microti, mittels Analyse 
der Schmelztemperatur der spezifischen Hybridisierung der mindes- 

20 tens einen Hybridisierungssonde mit dem amplifizierten DNA- 
Fragment des narGHJZ-Operons, das heiBt mittels Schmelzkurven- 
analyse, erfolgt 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist der mindestens eine M. tuberculosis- 
spezifische DNA-Polymorphismus des narGHJZ-Operons an Position 
25 -215 in 5' zu 3'-Leserichtung strangaufw§rts des Translationsstartco- 
dons GTG des narGHJZ-Operons, das helSt in der Promoton-egion, 
Im Folgenden als narGHJZ-Promotor bezeichnet, lokallsiert. 
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ErfindungsgemaB bevorzugt wird im vorgenannten Schritt e) zur 
Amplifikatlon des DNA-Fragments des /7arGHJ/-Operons, mindes- 
tens ein Primer, insbesondere mindestens ein Primefpaar, einge- 
setzt, wobei die Primer Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 
5 6 und/oder die Nucleotidsequenz dargestellt In SEQ ID NO: 7 enthal- 
ten, insbesondere daraus bestehen. ErfindungsgemaB bevorzugt 
enthait das In Schritt e) zur speziflschen Hybridisierung des amplifi- 
zlerten DNA-Fragments bevorzugt eingesetzte mindestens eine Paar 
marklerter Hybridislerungssonden Nucleotldsequenzen, ausgewShIt 

10 aus der Gruppe der Nucleotidsequenzenpaare der Nucleotldsequen- 
zen dargestellt In SEQ ID NO: 8 und In SEQ ID NO: 9, dem Paar der 
komplementaren Sequenzen von SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9, 
der Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 8 und in SEQ ID 
NO: 10 und dem Paar der i<ompIementaren Sequenzen von SEQ ID 

15 NO; 8 und SEQ ID NO: 10, insbesondere besteht es daraus. 

Die Erfinder fanden Qbenraschend, dass am der Steile des 215ten 
Nucleotids in 5' zu 3'-Leserichtung strangaufwarts des Translati- 
onsstartcodons GTG des narGHJI-Operons, das heiBt an Position 
-215 des narGHJZ-Promotors, bei M. tuberculosis eine Thymin-Base 
20 zu finden 1st, wahrend bei anderen Mitgliedern des TBC (M. africa- 
num, M. microti, M. bovis und M. bovis BCG) eine Cytosln-Base vor- 
llegt. Dieser EIn-Basen-Polymorphismus ist spezlfisch fQr M. tubercu- 
losis. 

Der eindeutige Nachweis einer tuberkulosen Infektion durch Erreger- 
25 stamme der Aft M. tuberculosis findet erfindungsgemaB bevorzugt 
• durch Analyse der Schmelztemperaturen der speziflschen 
Hybridisierung eines (narklerten Hybridislerungssondenpaars mit den 
Nucleotldsequenzen SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9 oder dem 



Paar der komplementaren Sequenzen mit einer narGHJI- 
Promotorregion spezifisch fur M tuberculosis statt. Die Erreger- 
stamme der Art M. tuberculosis zeichnen sich dabel durch Schmelz- 
temperaturen von insbesondere weniger ais 61°C, bevorzugt weni- 
ger als 59°C, besonders bevorzugt von etwa 57°C, aus. Dem gegen- 
Dber besitzen die EnegerstSmme der von M. tuberculosis zu unter- 
scheidenden Mykobakterienarten M africarjum, M. microti, M. bovis 
und M. bovis BCG beim Einsatz des marklerten Hybridisiemngsson- 
denpaars SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 9 Schmelztemperaturen von 
Insbesondere mehr als 59°C, bevorzugt von mehr als 6rc, beson- 
ders bevorzugt von etwa BS^C, 

In AbhSngigkelt von den aktuell hen^chenden Hybrldisierungsbedin- 
gungen, beispielswelse von der Pufferzusammensetzung, von der 
AusfQhrung der Sonden als markierte Sonden oder durch Modlfizie- 
rung der Nucleotidsequenz der Sonden kann as zu geringen Ande- 
rungen der absoluten Schmelztemperaturen kommen; selbstver- 
standllch stellen alle diejenigen Verfahren, bei denen derart geander- 
te Schmelztemperaturen auftreten, bevdrzugte AusfQhrungsformen 
hier vorgestellter erfindungsgemSBer Verfahren dar. 

In einer welteren Variante findet der eindeutige Nachweis einer tu- 
berkulSsen Infektion durch Erregerstamme der Art M. tuberculosis, 
das heiBt insbesondere der Stamme M. tuberculosis H37v (ATCC 
25618) und M. tuberculosis Erdmann (ATCC 35801) sowie weiterer 
klinlscher Stamme, erfindungsgemaB bevorzugt. durch Analyse der 
Schmelztemperaturen der spezifischen Hybridisiemng eines markler- 
ten Hybridlsierungssondenpaars mIt den Nucleotldsequenzen SEQ 
ID NO: 8 und SEQ ID NO: 10 oder dem Paar der komplementaren 
Sequenzen mit'ein^r /7a}GHj/-Prbmbtprreglon spezifisch. fOr M. tu- 
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berculosis statt. Die Erregerst§mme der Art M. tuberculosis zeichnen 
sich dabei durch Schmelztemperaturen von insbesondere mehr als 
Sa'C, bevorzugt mehr als 60°C, besonders bevorzugt von etwa 62*C - 
aus. DemgegenQber besitzen die Erregerst§nnme von M. africanum, 
M. microti. M. bovis und M. bovis BCG beim Einsatz des markierten 
Hybridisierungssondenpaars SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 10 
Schmelztemperaturen von insbesondere weniger als 62*'C, bevor- 
zugt von weniger als eO^C, besonders bevorzugt von etwa 58°C. 



In einer besonders bevorzugten AusfQhruhgsform des vorgenannten 
10 erfindungsgem§Ben Verfehrens wird im Wesentlichen 

In einem weiteren Schritl b) mindestens ein DNA-Fragment des 16S- 
rRNA-Gens, insbesondere von Mykobakterien, aus der extrahierten 
DNA amplifizlert. wobei das mindestens eine amplifizlerte DNA- 
Fragment mindestens eine Region enthait, insbesondere daraus be- 

15 steht, welche spezifisch fOr Mykobakterien ist, wobei die Amplifikati- 
on des mindestens einen DNA-Fragments mittels Primem, insbe- 
sondere mittels eines Primerpaares, erfolgt, welche die Nucleotidse- 
quenzen dargestellt in SEQ ID NO: 1 und in SEQ ID NO: 3 und/oder 
die Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 2 und in SEQ ID 

20 NO: 3 enthalten, Insbesondere daraus bestehen, und 

in einem weiteren Schritt c) erfolgt die spezifische Hybridisiemng der 
mindestens einen Mykobakterien-spezifischen Region, das helBt der 
gattungsspezifischen Region des mindestens einen amplifizierten 
DNA-Fragments des 16S-rRNA-Gens mit mindestens einer Hybridi- 
25 slerungssonde, insbesondere mit mindestens eines Paares markier- 
ter Hybridisiemngssonden, wobei die Hybridisierungssonden Nucleo- 
tidsequenzen. dargestellt in SEQ ID NO: 4 und In SEQ ID NO: 5 ent- 
halten, insbesondere daraus bestehen, und wobei der spezifische 
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Nachweis dqr Gattung Mycobacterium gegenuber Erregem, welche 
nicht der Gattung Mycobacterium angehoren, das heiSt nicht- 
Mykobakterien, mittels Analyse der Schmelztemperatur der spezifl- 
schen Hybridisierung der eingesetzten Hybridisierungssonden, das 
5 heifit mittels Schmelzkurvenanalyse. Dabel erfoigen bevorzugt die 
weiteren Schritte b) und c) zum gattungsspezlfechen Nachweis von 
Mykobakterien, zeltllch nach der Extraktion von mikrobieller DNA aus 
dem klinlschen Material im vorgenannten Schritt a) und - In einer ers- 
ten Varlante - zeitlich vor den vorgenannten Schrltten d) und e) zum 

10 artspezifschen Nachweis von M. tuberculosis , oder - In einer weite- 
ren Varlante - zeitlich nach den Schritten d) und e). In einer beson- 
ders bevorzugten Variante erfoigen die Schritte b) und c) im Wesent- 
lichen gleichzeitig mit den Schritten d) und e) in einem parallelen An- 
satz Oder in demselben Reaktions-Ansatz, insbesondere im Zusam- 

1 5 menhang mit einer Multiplex-PCR. 

Der eindeutige Nachweis einer Mykobakterieninfektion gegenQber 
anderen mikrobiellen Infektionen durch nicht-Mykobakterien, findet 
erfindungsgeniaS bevorzugt durch Analyse der Schmelztemperatu- 
ren der spezifischen Hybridisierung eines markierten Hybridisie- 

20 rungssondenpaars mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 und 
SEQ ID NO: 5 Oder dem Paar der komplementaren Sequenzen da- 
von mit der gattungsspezifischen Region Hi („genus III") des 168- 
rRNA-Gens der isolierten mikrobiellen DNA statt. Mykobakte- 
rienstamme zeichnen sich dabel bevorzugt durch Schmelztempera- 

25 turen von mindestens 55°C, Insbesondere von etwa 55'C und von 
etwa ei.S'C aus, wobei der Mykobakterieri-Stamm M. chelonae ins- 
besondere eine Schmelztemperatur von etwa 55°C aufweist und 
insbesondere alld . anderen Mykobakterien-Stamme Insbesondere 
eine Schmelzteniperatur von 61,5°C aufweisen. DemgegenQber zei- 
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gen nIcht-Mykobakterienarten entweder gar keine Hybridisierung o- 
der aber eine deutlich verminderte Schmelztemperatur von etwa 43 
bis44°C. 

Die Erfinder fanden auch Qberraschend, dass bei der Verwendung 
5 von mindestens cfnem Primer, insbesondere einss Primemaarfas 
umfassend die Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 6 
und/oder umfassend die Nucleotidsequenz dargestellt in 
SEQ ID NO: 7 zur Ampiifikation mindestens eines DNA-Fragments 
der Promoton-egion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons von My- 

10 kobakterien die Ampiifikation lediglich bei ErregerstSmmen des TBC 
erfolgt, das heiBt zu einem Amplifikationsprodukt fQhrt. Bei bei nicht- 
tuberkulOsen En^egem oder nicht-mykobakteriellen Erregem findet 
hingegen keine Ampiifikation statt, das heiSt es wird kein entspre- 
chendes Amplifikationsprodukt erhalten. Durch die Venwendung der 

15 vorgenannten erfindungsgem§Sen Primer gelingt besonders vorteil- 
hafl die eindeutige Unterscheidung, insbesondere den gemeinsamen 
und jewells spezifischen Nachweis, von En-egerstammen des TBC, 
insbesondere M. tuberculosis, M. bovis und M. bovis BCG, gegen- 
uber En-egerstammen nlcht-tuberkulOser Mykobakterien, beispiels- 

20 weise M. avium, M. paratuberculosis oder M. intracellulare. und/oder 
gegenOber nicht-Mykobakterien, beispielsweise nicht- 
mykobakterielle Actinomyceten, Erreger der Gattungen Bacillus, 
Staphylococcus,, Listeria, Enterococcus sowie Proteus, E. coli. Sal- 
monella, Shigella, Klebsiella oder Pseudomonas oder pilzliche Erre- 

25 ger. 

EIn welterer Gegenstand der Erfindung ist daher auch ein Verfahren 
zum gemeinsamen Nachweis. von Enegern des TBC in. klinlschem 
• Material, welches im Wesentlichen die vorgenannten Schr'rtte a) und 
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.d) und einen weiteren Schritt e') umfasst, wobei in dem weiteren 
Schritt e') die Gegenwart eines Amplifikationsprodul<ts der narGHJI- 
Promotorregion insbesondere durch mindestens eine Hybridisle- 
rungsonde spezifiscli fiir das amplifizierte DNA-Fragment, bevorzugt 
5 durcii ein Verfahren gemaR vorgenanntem Schritt e), detektlert wird 
und so Erregerstamme des TBC gegenDber nlcht-tuberkul5sen Erre- 
gern und/oder gegeniiber nicht-Mykobakterien nachgewelsen wer- 
den. In einer altemativen Variants wird das Auftreten eines Ampilfi- 
katlonsprodukts in an sich bekannter Weise, insbesondere durch 
10 elektrophoretische Methoden detektiert. 

Das der vorilegenden Erfindung zugrunde liegende technische Prob- 
lem wird weiter gelost durch die Bereitstellung eines Verfahrens zum 
spezifischen Nachweis von M. bovis BCG in klinischem Material, 
wobei im Wesentlichen 

15 in einem Schritt a) mikrobielle DNA extrahiert wird, 

in einem weiteren Schritt h) aus der extrahierten DNA mindestens 
ein DNA-Fragment amplifiziert wird, welches diejenigen Regionen 
des Mykobakteriengenoms enthalten. welche die RD1 -Region <„regi- 
on of diiference 1") flankleren und/oder die RD1 -Region teilweise 
20 Oder vollstandig enthalten, bevorzugt daraus bestehen. und 

in einem weiteren Schritt I) mindestens eine Hybridisierungssonde, 
Insbesondere einer markierten Hybridisierungssonde, bevorzugt ein 
Paar markierter Hybridisierungssonden, mit dem mindestens einen 
amplifizierten DNA-Fragment spezifisch hybridisieren und diese 
25 Hybrldlsierung detektlert wird, wobei die mindestens eine Hybridisie- 
rungssonde die Nucleotidsequenz dargestellt In SEQ ID NO:. 1 9 oder 
die komplementare Sequenz davon ehthSIt, insbesondere daraus 
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besteht, und wobei der spezifische Nachweis von M. bovis BCG ge- 
genuber anderen Mitgliedern des TBC, das heidt M. tuberculosis, M. 
bovis. M. africanum und M. microti, mittels Schmelzkurvenanalyse 
erfolgt. 

5 Erfindungsgema!^ bsvorzugt wird in dsm vorgenannten erfindungs- 
gemaSen Verfahren in Sciiritt h) die Amplifikation durch ein oder 
mehrere Prinner vermittelt, welche die Nucleotidsequenzen darge- 
stellt in SEQ ID NO: 15 und/oder in SEQ ID NO: 16 enthalten, insbe- 
sondere daraus bestehen, und insbesondere als Vorwartsprimer 

10 Cforward-primer") dienen, und durch bevorzugt mindestens einen 
weiteren Primer, der die Nucleotidsequenz dargestellt In SEQ ID NO: 
17 enthSIt, insbesondere daraus besteht, und insbesondere als 
RQckwarts-Primer („reverse-primer^ dient. ErfindungsgemaS bevor- 
zugt wird in Schritt i) die spezifische Hybrldisierung mit mindestens 

15 einem Paar markierter Hybridisierungssonden durchgefQhrt, welche 
die Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 18 und in SEQ ID 
NO: 19 Oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon ent- 
halten, insbesondere daraus bestehen. 

Der eindeutige Nachweis einer tuberkulosen Infektion durch Erreger- 
20 stamme der Art M. bovis BCG, das helBt insbesondere der Stamme 
Pasteur (ATCC 35734). Copenhagen (ATCC 27290), Moreau (ATCC 
35736), Tice (ATCC 35743), Connaught (ATCC 35745) sowie weite- 
rer klinischer Stamme, gegenuber den Stammen anderer Arten des 
TBC, insbesondere bovinen ErregerstSmmen der Art M. bovis, findet 
25 erfindungsgemali bevorzugt durch Analyse der Schmelztemperatu- 
ren der spezifischen Hybridisierung eines markierten Hybridlsie- 
rungssondenpaars mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 18 und 
SEQ lb NO: 19 bdel^ dem Paar der komplementaren Sequenzen mit 
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RD1 flankierenden Regionen des Mykobakteriengenoms, welche bei 
M. bovis BGC aufgrund des Fehlens des 9650 bp RD1- 
Genomabschnitts im amplifizierten DNA-Fragment, bevorzugt unmit- 
telbar, aneinander stoBen, und daher diese Genomregionen spezi- 
5 fisch fUr M. bovis BGC sind, statt. Die Erregerst§mme von M. bovis 
BGC zelchnen sich dabei durch Schmelztemperaturen von insbe- 
sondere weniger als 53°C, bevorzugt wenlger ais 5rc, besonders 
bevorzugt von etwa 49°C, aus. Demgegentlber besltzen die Enreger- 

• stamme von M. bows, M. tuberculosis. M. africanum und M. microti 
10 Schmelztemperaturen von insbesondere melir als 58°C, bevorzugt 
von mehr als SO'C, besonders bevorzugt von etwa 62°C. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsfonn des vorgenannten 
erfindungsgemSBen Verfahrens enthait dieses zusStzlich Im Wesent- 
lichen 

15 einen weiteren Schritt f) mindestens ein DNA-Fragment des oxyR- 
Gens von Mykobakterlen aus der extrahierten DNA amplifiziert wird, 
wobei das mindestens eine DNA-Fragment des oxyR-Gens mindes- 
tens einen DNA-Polymorphismus spezifisch fOr bovine Mykobakte- 

• rien, das hei&t M. bows und M. bows BCG, aufwelst und wobei die 
20 Amplifikation mittels mindestens einem Primer, insbesondere einem 
Primerpaar, welches die Nucleotldsequenzen dargestellt in SEQ ID 
NO: 11 und In SEQ ID NO: 12 enthSIt, insbesondere daraus besteht, 
durchgefOhrt wird, und 

einen weiteren Schritt g) eine spezifische Hybridisierung des mindes- 
25 tens einen amplifizierten DMA-Fragments des oxyR-Gens mit min- 
destens einer Hybridislerungssonde, insbesondere mittels mindes- 
tens einem Paar'markierter Hybridisierungssonden, vyelche die Nuc- 
leotldsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 13 und in SEQ ID NO: 14 
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Oder das Paar der komplementSren Sequenzen davon enthalten, 
insbesondere daraus bestehen. detektiert wird und der gemeinsame 
Nachweis von bovinen Mykobakterien, das heiBt von M. bovis und 
M. bovis BCG gegenuber M. tuberculosis, M. africanum und M mic- 
roti mittels Schmelzkurvenanalyse erfolgt. 

An Position 285 des oxyR-Gens von IVIykobakterien ist be! bovinen 
Mykobakterien, das heiBt bei Erregerstammen der Arten M. bovis 
und M. bovis BCG, eine Adenin-Base.zu finden, wShrend bei ande- 
ren IVIitgliedern des TBC (M. africanum, M. micmti ur)d M. tuberculo- 
sis) eine Guanin-Base vorliegt. Dieser Ein-Basen-Polymorphismus 
Ist spezifiscii fQr bovine Mykobakterien. 

Der eindeutige Naciiweis einer tuberkulSsen Infektion durch bovine 
Erregerstamme der Art M. bovis. das iieiSt insbesondere des 
Stamms ATCC 19210 sowie weiterer klinischer Stamme, und der Art 
M. bovis BCG. das heiBt insbesondere der StMrnme Pasteur (ATCC 
35734). Copenhagen (ATCC 27290). Moreau (ATCC 35736). TIce 
(ATCC 35743). Connaught (ATCC 35745) sowie weiterer klinischer 
Stamme, findet erflndungsgemaB bevorzugt durch Analyse der 
Schmelztemperaturen der spezifischen Hybridislemng eines markler- ' 
ten- Hybridlsierungssondenpaars mit den Nucleotfdsequerizen SEQ 
ID NO: 13 und SEQ ID NO: 14 oder dem Paar der komplementaren 
Sequenzen mit der Region des oxyR-Gens, welche spezlfisch fQr 
bovine Mykobakterien ist. statt. Die Erregerstamme boviner Myko- 
bakterien zeichnen sich dabei durch Schmelztemperaturen von ins- 
besondere weniger als 63°C, bevorzugt weniger als 6rc, besonders 
bevorzugt von etwa 59''C, aus. DemgegenQber besitzen die En-eger- 
stamme von M tuberculosis, M. africanum und M. microti Schnielz- 



Gieiss & Gro&e 



temperaturen von insbesondere mehr als SSX, bevorzugt von mehr 
als 67°C, besonders bevorzugt yon etwa 68'*C. 

Die weiteren Schritte f) und g) zum artspezifschen Nachweis von 
bovinen Mykobakteiien erfolgen bevorzugzeitllch nacH der Extraktion 
5 von mikrobieller DNA aus dem klinischen Material im vorgenannten 
Schritt a) und ze'rtlich vor den vorgenannten Schritten d) und e) 
und/oder vor den vorgenannten Schritten b) und c) und/oder vor den 
vorgenannten Schritten h) und i) zum artspezifschen Nachweis von 
M. bovis BCG oder die weiteren Schritte f) und g) erfolgen zeltlich 

10 nach den Schritten d) und e) und/oder nach b) und c) und/oder nach 
h) und I). In einer weiteren Variante erfolgen die Schritte f) und g) in 
einem parallelen Ansatz oder in demselben Reaktionsansatz im We- 
sentiic^en gleichzeitig mit den Schritten d) und e) und/oder b) und c) 
und/oder h) und I). In einer besonders bevorzugten Variante eri'olgen 

15 die Schritte h) und i) im Wesentllchen gleichzeitig mit den Schritten f) 
und g) in einem parallelen Ansatz oder in demselben Reaktlons- 
Ansatz, Insbesondere in einer Multiplex-PCR. Bevorzugt erfolgen die 
Schritte a) und b) bis e) zeltlich vor den Schritten f) bis i). 

EIn welterer Gegenstand der Erfindung 1st daher auch ein kombinier- 
20 tes Verfahren zum jeweils spezlflschen Nachweis von Erregem des . 
Mycobacterium tuberculosis-Komp\ex in klinischem Material, das 
heist von Erregerstammen der Art M. tuberculosis gegeniiber M. bo- 
vis, M. bovis BCG, M. africanum und M. microti, von Erregerstam- 
men der Art M. bovis gegenuber M tuberculosis, M. bovis BCG, M. 
25 africanum und M. microti und von Erregerstammen der Art M. bovis 
BCG gegenQber M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum und M. mic- 
roti. Dieses Verfahren belnhaltet im Wesentllchen 
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die Extraktion mikrobieller DNA aus klinischem Material im 
vorgenannten Schritt a) 

einen ersten Lauf. insbesondere einen Multiplex-PCR Ansatz. um- 
fassend die Scfiritte b) bis e) gemaB den vorgenannten erfindungs- 
5 gemSBen Verfahren zum, insbesondere gemeinsamen und 
gleichzeitigen, gattungsspezifisclien Nacliwels von Erregerstammen 
der Gattung Mycobacterium uhd artspezifisclien Nachweis von 
Erregerstammen der Art M. tuberculosis sowie 

einen zweiten Lauf, insbesondere einen l\/lultiplex-PCR Ansatz, um- 
10 fassend die Scliritte f) bis h) zum, insbesondere gemeinsamen und 
gieichzeltigeii, artspezifischen Nacliwels von Erregerstammen der 
Arten M. bovis und M. bovis BCG gegenQber M. tuberculosis, M. 
africanum und M. microti und von Erregerstammen der Art M. bovis 
BCG gegenQber M bovis, M. tuberculosis, M. africanum und M. mic- 
15 noti. 

Die Erfindung sieht vorteilhaftenA/else also vor, dass Insbesondere in 
einem einheitllohen und gemeinsamen Verfahrensgang der Nach- 
weis von Mykobakterien als Gattung gegenQber hicht-Mykobakterien 
als Gattung zusammen mit dem artspezifischen Nachweis einzelner 
20 IVIitglieder des TBC, insbesondere von M. tuberculosis, emioglicht 
wird. Die Erfindung erm6g!icht auch einen insbesondere gemeinsa- 
men einheitlichen spezlfischen Nachweis der Gattung Mycobacteri- 
um zusammen mit dem artspezifischen Nachweis von M. tuberculo- 
sis, M. bovis und/oder M. bovis BCG. 

25 Ein wesentlicher Vortell des erflndungsgemaSen Verfahrens ist, dass 
In kombinlerten. Nachwelsverfahren zur Diagnose von Mykobakterie- 
ninfektlonen sowohl eine bestehende Mykobakterieninfeictibn gegen- 
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Qber anderen mikrobiellen Infektionen, eine Tuberkulose gegenQber 
nicht-tuberkul6sen Infektionen eindeutig. sicher und insbesondere 
gleichzeltig, bevorzugt in einem einzigen routinediagnostischen An- 
satz, erkannt werden kann. Ein weiterer wesentliclier Vorteil des er- 
5 findungsgemaiSen Verfafirens ist, dass zusatzlich, insbesondere 
gleichzeitig, zu einer Identiflkatlon der Gattung Mycobacterium ge- 
zielt und eindeutig MykobakterienstSmme der Art M. tuberculosis. M. 
bovis und/oder M bovis BCG nachgewiesen und jede dieser Arten 
einzein identifizlert werden kOnnen. Die erfindungsgem§Sen Nach- 

10 weisverfahren eriauben daher insbesondere eine eindeutige und sl- 
chere FrQherkennung einer Mykobakterienlnfektion und die eindeuti- 
ge und sichere FrDfierkennung der Art-Zugeh6rigkeit isolierter Erre- 
gerstamme des TBC zu entweder M. tuberculosis, M. bovis und/oder 
M. bovis BCG. Dies ermogliclit besonders vorteilhaft eine sclinelie 

15 und gezieite Therapie des infizierten Organismus. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird im Wesentliclien in der Rou- 
tinediagnostik eingesetzt und im Wesentliclien in Routinelabors 
durchgefQhrt. Die DurchfUhrung des Verfahrens in speziell ausges- 
tatteten und aufwendig gestalteten Siciierheitslabors fQr die Kultivie- 
20 rung hochinfekti5ser Erregerstamme ist niciit notwendig. Daher kann 
das erfindungsgemaSe Verfaiiren einer breiten Anwendersciiaft zu- 
gefUlirt werden. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
klinisciiem IVIaterial im Wesentlicfien klinische Proben, das heiUt Pa- 
25 tientenmaterial wis Sputum, Broncliiailavage, l\/lagensaft, Urin, Stuiil, 
Liquor, Knocfienmark, Blut, aber aucli Biopsien, Insbesondere Punk- 
tat-Biopsien. beispielsweise aus Halslymphknoten, verstanden. Unter 
klinischerh l\/laterial werden aber auch Kulturisolate, beispielsweise 
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aus FIQssigkultur verstanden, insbesondere aus FIQssigkultur zur 
selektiven Kultivierung sSurefester Stabchen insbesondere aus Pati- 
entenmaterial. 

Bevorzugt wird die milcrobielle DMA aus denfi klinischen Material in 
5 an sich bekannter Welse, insbesondere mitteis DNA- 
PrSparationskits wie dem QlAmp™ DNA Mini Kit der Firma Qiagen 
aus dem klinisclien Material extrahiert. 

ErfindungsgemaS bevorziigt wird zur Amplifikation eines DNA- 
Fragments mit einem DNA-Polymorphismus des narGHJI-Gens spe- 

10 zifiscli fOr Erregerstamme der Art M. tuberculosis aus der extraliler- 
ten DNA mit einer Lange von 155 bp das Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 6 als Vonwartsprimer und SEQ ID 
NO: 7 als ROckwartsprimer eingesetzt. Ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung ist daher aucli mindestens ein Oiigonucieotid-Primer, be- 

15 vorzugt mindestens ein Oligonucleotid-Primerpaar zur Amplifikation 
eines DNA-Fragments der M. tuberculosis-spezlfischen Promotorre- 
gion des na/<3HJ/-Nitratreduktase-Gens enthaltend, insbesondere 
bestehend aus, NudeinsauremolekQIe mit Nucleotidsequenzen dar- 
. gestellt in SEQ ID NO: 6 und/oder SEQ ID NO: 7. 

20 ErfindungsgemaS bevorzugt wird zur Amplifikation der gattungsspe- 
zifischen Region III des 16S-rRNA-Gens von Mykobakterien das 
Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 1 als 
Vonwartsprimer und SEQ ID NO: 3 als RQckwartsprimer eingesetzt. 
Das m'rt dem Primerpaar amplifizlerte 1000 bp lange DNA-Fragment 

25 enthait sowohl die konservierte gattungsspezifische Region III („ge- 
nus III") als auch eine hoch variable artspezifische Region des TBC 
und M. avium. ErfindungsgemaB bevorzugt ist die zusatzliche oder 
alternative Venwendung von mindestens einem weiteren Primerpaar 
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umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 als Vorw§rtspri- 
mer und SEQ ID NO: 3 als Ruckwartsp rimer vorgesehen, welches 
ein 100 bp langes Fragment desselben Gens enthaltend die gat- 
tungsspezifische Region III amplifiziert. 

5 Ernndungsgemau bsvorzugt wird zur Amplifikation sines DNA- 
Fragments mit einem DNA-Polymorphismus des 
oxyf?-Gens spezifisch fCir bovine Mykobakterien aus der extrahierten 
DNA mit einer L§nge von 200 bp das Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 1 1 als Vonwartsprimer und SEQ ID 
10 NO: 12 als RQckwartsprimer eingesetzt. Ein welterer Gegenstand der 
Erfindung ist daher auch mindestens ein Oligonucleotid-Prlmer, be- 
vorzugt mindestens ein Oligonucleotid-Primerpaar zur Amplifikation 
eines DNA-Fragments der fQr bovine Mykobakterien spezifischen 
Region des oxyR-Gens enthaltend, Insbesondere bestehend aus, 
15 NucleinsSuremolekQIe mit Nucleotidsequenzen dargestellt in 
SEQ ID NO: 11 und/oderSEQ ID NO: 12. 

ErflndungsgemaB bevorzugt wird zur Amplifikation von DNA- 
Fragmenten enthaltend RD1 flankierende Regionen spezifisch fQr M. 

• bovis BCG aus der extrahierten DNA Primerpaare umfassend die 
20 Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 15 und/oder SEQ ID NO: 16 als 
Vonwartsprimer und SEQ ID NO: 17 als RQckw§rtsprimer eingesetzt, 
wobei das Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID 
NO: 15 / SEQ ID NO: 17 DNA-Fragmente mit einer Lange von 320 
bp von Erregerstammen der Art M. bovis BCG amplifiziert und das 
25 Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 16 / 
SEQ ID NO: 17 DNA-Fragmente mit einer L§nge von 290 bp von 
Erregerstarnmen. der Art M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum oder 
M microti amplifiziert. Ein weiterer Gegenstand der Erifindung sind 
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daher auch Oligonucleotid-Primer, zur Amplifikation mindestens ei- 
nes DNA-Fragments enthaltend RD1 fiankierende Regionen des 
Mykobakteriengenoms, welche die Nucleins§uremoIekQle mit den 
Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 15, in SEQ ID NO: 16 
5 und/oder in SEQ ID NO: 17 enthalten, insbesondere daraus beste- 
hen. 

Die Erfindung betrifft bevorzugt auch Primer und/oder Primerpaare 
zur Amplifikation der erfindungsgemaS eingesetzten DNA- 
Fragmente. welche gegenQber den vorgenannten erfindungsgemS- 

10 Sen Prinriern umfassend die Nucleotidsequenzen dargestellt In SEQ 
ID NO: 1, 2 und 3. sowie 6 und 7 sowie 11 und 12 sowie 15, 16 und 
17 jeweils degenerierte, mutierte Oder modifizierte Sequenzen Oder 
Fragmente davon, die mit der jewelligen Nucleotidsequenz darge- 
stellt in SEQ ID NO: 1, 2 und 3, sowie 6 und 7 sowie 11 und 12 so- 

15 wie 15, 16 und 17, wovon sie jewells abgeleitet sind, hybridisieren, 
wobei jeweils ein Homoiogiegrad, bevorzugt Qber die gesamte L§nge 
der Sequenz, von mindestens 92 %, bevorzugt von mindestens 97%, 
besonders bevorzugt von mindestens 98 % zu der ursprQnglichen 
Nucleotidsequenz besteht. Dabei weisen die abgeieiteten Fragmente 

20 jeweils eine Sequenzl§nge auf, welche bevorzugt maximal etwa 98% 
der Lange der Nucleotidsequenz, besonders bevorzugt maximal et- 
wa 95%, maximal etwa 90%, maximal etwa 75%, maximal etwa 50% 
Oder maximal etwa 25% betrsigt. Insbesondere bevorzugt ist das ab- 
geleitete Fragment um maximal 10, urn maximal 5, um 4, 3, Oder 2 

25 Nucleotide oder um ein Nucleotid gegenQber der ursprQnglichen 
Nucleotidsequenz verkQrzt. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter dem 
Begriff „modlfizlerte Sequenz" oder „mpdifizierte Nucleotidsequenz" 
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eine Nucleinsauresequenz verstanden, die sich durch Austausch, 
Inversion, Deletion oder Addition von mindestens einem Nucleotid, 
auch einem ungewohnlichen oder synthetischen Nucleotid, von ihrer 
ursprQnglichen Sequenz, in mindestens einem Nucleotid, bevorzugt 
5 In zwel Nucleotlden, unterscheidet. In diesem Zusammenhang wird 
unter dem Begrlff „modifizlert" eine Eigenschaft verstanden, die sich 
auf eine modifizierte Nucleotidsequenz bezieht. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wIrd unter den 
Fomnulierungen ..Primer, welcher die Nucleotidsequenz umfassf 

10 Oder „Hybridislerungssonde, welche die Nucleotidsequenz umfasst" 
Oder ahnlichen verstanden, dass die jeweiligen Primer und Sonden 
die Nucleotidsequenzen aufweisen, das helBt, aus. den konkret ge- 
nannten Nucleotidsequenzen allein bestehen. Unter der Fomiulie- 
rung \Anrd auch verstanden. dass die jeweiligen Primer und Sonden 

15 neben den konkret genannten Nucleotidsequenzen gegebenenfalls 
aus mindestens einer weiteren zus3tzlichen Sequenz bestehen. Die- 
se zusatzliche Sequenz flankiert die konkret genannten Nucleotidse- 
quenzen und besitz eine Sequenzlange, welche bevorzugt maximal 
etwa 100% der Lange der konkret genannten Nucleotidsequenz, be- 

20 senders bevorzugt maximal etwa 75%, maximal etwa 50%, maximal 
etwa 25%, maximal etwa 10%, maximal etwa 5% oder maximal etwa 
2% betragt. Insbesondere bevorzugt besitzt die zusStzliche Sequenz 
eine Lange von 10 bis 5 Nucleotlden, von 4, 3, 2 Nucleotlden oder 
besteht aus einem einzigen Nucleotid. 

25 Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter den 
Begriffen „Reglon", „Fragmenf , „Zielregion" oder „flankierende Regi- 
on" mindestens ein zusarnmenhSngender Bereich auf einem llnea- 
ren, strangformlgen Desoxy- oder RibonucleirisauremolekQI, das 
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heiUt DNA Oder RNA. Oder verstanden, welcher, In der Anzahl der 
Nucleotide dieses MolekQIs gemessen. In 5' zu 3'-Leserichtung 
stromabwarts und/oder stromaufwarts von einem bestimmten num- 
merierten Nucleotid des IVIolekuls, das heiSt einer bestimmten Posi- 
5 tlon, aus bevorzugt 200. 100, 50, 40, 30, 20, 10,. 5 Oder 2 Nucleotlden 
des MolekQIs besteht. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform der vorgenannten Verfahren 
wird die Amplifikation der DNA-Fragmente mittels Polymerase- 
Kettenreaktion (PGR) durchgefulirt. Bevorzugt wird die PCR- 

10 Amplifikation mittels Echtzeit-PCR (Rapid-Cycle-PCR) durchgefQhrt. 
Im Echtzelt-PCR Verfahren ist es moglich, die Vervlelfachung der 
PCR-Produkte in Echtzeit Ampliflkations-Zyklus fOr Ampllfikatlons- 
Zyklus zu beobachten. Besonders bevorzugt wird die Amplifikation in 
einem LlghtCycler™-System der FIrma Roclie Molecular Biochemi- 

15 cals durcligefOhrt, das eine Ausgestaltung der Echtzeit-PCR ist. Zu 
diesem Zweck werden insbesondere der PCR-Ausgangsmischung 
neben der Polymerase, den Nucleotiden, den Pufferl6sungen und 
den Primern auch Hybridisierungssonden zugegeben, die spezifisch 
an die gewQnschten PCR-Amplifikationsprodukte binden. Dabei wer- 

20 den insbesondere zwei sequenzspezifische Oligonucleotidsonden 
venwendet, die mit verschiedenen Farbstoffen markiert sind. Die Se- 
quenzen der erfindungsgemaSen markierten Hybridlsierungssonden- 
Paare sind so ausgewahit, dass sie auf eine Weise an die Zielse- 
quenzen des amplifizierten DNA-Fragments hybridisleren, dass ins- 

25 besondere das 3'-Ende der einen Sonde dicht bel dem 5'-Ende der 
anderen Sonde liegt, wodurch die belden Farbstoffe In unmlttelbare 
Nachbarschaft zueinander gebracht werden, insbesondere betr^gt 
derAbstand zwischen den beiden Sonden zwischen 1 und 5 Nucleo- 
tide. Insbesondere kommt es zu einem Fjuoreszenz-Resonanz- 
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Energietransfer (FRET) zwischen den beiden Farbstoffen der Hybri- 
disierungssonden und damit zu einer Verschiebung des Fluores- 
zenzspektrums, wobei das MaS an Fluoreszenz in diesem Wellen- 
l§ngenbereich eine Funktion der Menge an detektierter DNA ist. 

5 Durch das FRET-Systeni smd erfindungsgemas auch quantitative 
Messungen der Menge amplifizierter DNA-Fragmente vorgesehen. 
Die erfindungsgemaSen ausgewahlten Hybridlsierungssonden k6n-. 
nen quantitativ. also stocliiometrisch, an die amplifizierten Fragmen- 
te binden. Dabei ist die quantitative Hybridisierung insbesondere ab- 
10 hangig von der Temperatur und dem Homologiegrad der venwende- 
ten Oligonucleotidsonden mit der detektierten Sequenz auf dem 
amplifizierten DNA-Fragment. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn wird die vorgenannte fluori- 
metrische Detektion spezifischer DNA-Sequenzen In den amplifizier- 

15 ten Fragmenten nach einer Ampllfikation der Fragmente mittels her- 
kSmmlicher PGR durchgefQhrt. In einer besonders bevorzugten Aus- 
fQhrungsform wird die fluorimetrische Detektion in einer Echtzeit- 
PCR wahrend der Amplifikatlonsreaktionen durchgefQhrt, wobei bei- 
spielsweise die Zunahme an produzlerter DNA als Zunahme im Fluo- 

20 reszenzsignal verfolgt werden kann. 

In einer bevorzugten AusfDhrungsform des vorgenannten erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens erfolgt die spezifische Detektion der art- 
spezifischen Reglonen und/oder der gattungsspezifischen Region in 
den amplifizierten DNA-Fragmenten nach Beendigung der Ampllfika- 
25 tlonsreaktion, wobei nach Hybridislemng des Hybrldlslerungsson- 
, denpaars, bevorzugt eines FRET-Paars an die zu detektierenden 
Regiphen die Temperatur im Rahmen einer Schmelzkun/enanalyse 
verandert wird, bevorzugt kontlnuierllch erhSht wird, und gleichzeitlg 



-25- 



Gleiss & GroBe 



die In Abhangigkeit von der Temperatur emittierte Fluoreszenz ge- 
nnessen wird. Auf diese Weise wird eine Schmelztemperatur be- 
.stimmt, bei der die Hybridisierungssonden, insbesondere das einge- 
setzte FRET-Paar, gerade nicht mehr an die zu detektierende Regi- 
5 on des ampllfizierten DNA-Fragments hybridisieren. Der wesentliche 
Aspekt einer Schmelzkurvenanalyse besteht darin, dass es be! Auf- 
treten von Fehlpaarungen zwischen dem eingesetzten Hybridisie- 
rungssondenpaar und der Zielreglon auf dem ampllfizierten DNA- 
Fragment zu eIner Reduktion des gemessenen Schmelzpunktes 
10 kommt. Auf diese Weise werden erflndungsgemSfi mit Hybridisie- 
rungssonden, insbesondere mIt einem FRET-Paar, die Regionen 
von DNA-Fragmenten identiflzlert. deren Sequenzen sich voneinan- 
der insbesondere nur geringfOgig, durch eine oder wenige Punktmu- 
tatlonen, in der Nucleotidsequenz untersclielden. 

15 Ein welterer Gegenstand der Erflndung ist auch mindestens eine 
Ollgonucleotid-Hybridisierungssonde. welche speziflsch mit der gat- 
tungsspezlfischen Region III des 16S-rRNA-Gens von l\/lykobakterien 
hybridislert, welches das NuclelnsauremolekQI mit der Nucleotidse- 
quenz dargestellt in SEQ ID NO: 4 oder mit der komplementSren 

20 Sequenz davon enthalt, insbesondere daraus besteht. Ein weiterer 
Gegenstand der Erfindung ist auch mindestens ein Oligonucleotid- 
Hybridisierungssondenpaar, welches die NucleinsauremolekQIe mit 
den Nucleotidsequenzen dargestellt In SEQ ID NO: 3 und In 
SEQ ID NO: 4 oder mit den komplementSren Sequenzen davon ent- 

25 halt, insbesondere daraus besteht. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch mindestens eine 
Oligonucleotid-Hybridisierungssonde, welche speziflsch mit einer M. 
tuberculosis-spezWischen Prpmotorreglon des • narGHJI- 
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Nitratreduktase^Operons hybrldisiert, welches das Nucleinsauremo- 
lekQI mit der Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 9 oder mit 
der komplementaren Sequenz davon enthait, Insbesondere daraus 
besteht. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch mindestens 
5 ein Oligonucleotid-Hybridisienjngssondenpaar, welches die Nuclein- 
sauremolekQIe mit den Nucleotldsequenzen dargestellt in 
SEQ ID NO: 8 und In SEQ ID NO: 9 oder mit den komplementaren 
Sequenzen davon enthSIt, Insbesondere daraus besteht. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch eine weitere oder 
10 alternative Oligonucleotid-Hybridisierungssonde, welche spezifisch 
mit einer M. fuberct//os/s-spezifischen Promotorregion des narGHJI- 
Nitratreduktase-Operons hybrldisiert. welches das Nucleinsauremo- 
lekOI mit der Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 10 oder 
mit der komplementaren Sequenz davon enthait, insbesondere dar- 
15 aus besteht. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung Ist auch mindes- 
tens ein Oligonucleotid-Hybridisierungssondenpaar, welches die 
NucleinsiuremolekQie mit den Nucleotldsequenzen dargestellt in 
SEQ ID NO: 8 und in SEQ ID NO: 10 oder mit den komplementaren 
Sequenzen davon enthalt, insbesondere daraus besteht. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung Ist auch mindestens ein Oli- 
gonucleotid-Hybridlsierungssondenpaar, welches die Nucleinsaure- 
molekQIe mit den Nucleotldsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 13 
und in SEQ ID NO: 14 oder mit den komplementaren Sequenzen 
davon enthalt, insbesondere daraus besteht 

25 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung Ist auch mindestens ein 011- 
gonucleotid-Hybrldisienjngssondenpaar, welches die NucleinsSure- 
molekQle mit den Nucleotldsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 18 
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und in SEQ ID NO: 19 Oder mit den komplementaren Sequenzen 
davon enthalt, insbesondere daraus besteht. 

ErfindungsgemaH bevorzugt wird die Detelction der vorgenannten 
artspezifischen Regionen enthaltenden DNA-Fragmente mit markier- 
5 ten den vorgenannten Hybridisiemngssonden durchgefQhrt, welohe 
als FRET-Paare ausgefOhrt sind, wobei jeweils ein Hybrid isierungs- 
sonden-Partner als Donor-Komponente = .Anker-Sonde" („anchor 
probe") ausgefiihrt ist, die vorzugsweise am 3'-tenninalen Nucieotid 
mit einem Farbstoff, vorzugsweise mit einem Fluoreszenz-Farbstoff, 
10 besonders bevorzugt mit Fluorescein assoziiert ist. ErfindungsgemSS 
sind bevorzugt als Anker-Sonden vorgesehen die Hybridisierungs- 
sonden umfassend die Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID 
NO: 4, 8,. 13 oder 18 oder die jeweils komplementaren Sequenzen 
davon. 

15 Der Jeweils andere Hybridisierungssonden-Partner, des Hybridisie- 
rungssonden ist als Akzeptor-Komponente = Sensor-Sonde („sensor 
probe") ausgefOhrt, welche vorzugsweise am 5'-terminalen Nucieotid 
mit einem weiteren Farbstoff, vorzugsweise mit einem Rhodamin- 
Derivat assoziiert ist. ErfindungsgemSS sind bevorzugt als Sensor- 

20 Sonden vorgesehen die Hybridislerungssonden umfassend die Nuc- 
leotidsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 5, 9, 10, 14 oder 19 oder 
die jeweils komplementaren Sequenzen davon. In bevorzugten Vari- 
anten der vorgenannten AusfUhrungsformen ist das Rhodamin- 
Derivat LightCycIer-Red 640®; in weiteren bevorzugten Varianten der 

25 vorgenannten Ausfuhrungsfomn ist das Rhodamin-Derivat LightCyc- 
Ier-Red 705®; in weiteren bevorzugten Varianten der vorgenannten 
. AusfQhrungsfprm ist das Rhodamin-Derivat Cy5, Besonders bevor- 
zugt tragen die f Or den' erfindungsgemaRen artspezifischen Nach- 
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weis von M. tuberculosis Oder M. bovis BCG eingesetzten markierten 
Sensor-Sonden den Farbstoff LightCycler-Red 640®, die fQr den er- 
findungsgemaBen Nachweis von M. bovis mit M. bovis BCG einge- 
setzten markierten Sensor-Sonden den Farbstoff LightCycler-Red 
5 705®. . 

Ein welterer Gegenstand der Erfindung sind selbstverstandlich auch 
Mittel zur Durchfuhrung des erflndungsgemaUen Verfahrens wie ein 
Kit zum spezifischen Nachweis von Mycobacterium tuberculosis in 
klinischem Material, welches 

10 mindestens ein Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 6 / SEQ ID NO: 7. und 

mindestens ein Hybridlsierungssonden-Paar umfassend die Nucleo- 
tidsequenzen SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 9 Oder das Paar der 
komplementaren Sequenzen davon und/oder mindestens ein Hybri- 
15 disierungssonden-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 10 Oder das Paar der komplementaren 
Sequenzen davon. beinhaltet. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsfpnn beinhaltet dieses Kit auBer- 
dem: 

20 mindestens ein Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen 
• SEQ ID NO: 1 / SEQ ID NO: 3 und/oder mindestens ein Primerpaar 
umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 / SEQ ID NO: 3 
und 

mindestens ein Hybridislerungssonden-Paar umfassend die Nucleo- 
25 .tidsequenzen SEQ ID NQ: 4 /..SEQ ID NO: 5 oder das Paar der 
komjDlementaren Sequenzen davon. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch ein Kit zum gemein- 
samen und spezifischen Nachweis von M. bovis und/oder M. bovis 
BCG, in idinischem l\/lateriai, welches 

mindestens ein Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen 
5 SEQ ID NO: 1 1 / SEQ !D NO: 12, 

mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend die Nucleo- 
tidsequenzen SEQ ID NO: 13 / SEQ ID NO: 14 Oder das Paar der 
komplementSren Sequenzen davon, 

mindestens ein Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen 
10 SEQ ID NO: 15 / SEQ ID NO: 17 und/oder mindestens ein Primer- 
paar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 16 / 
SEQ ID NO: 17 und 

mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend die Nucleo- 
tidsequenzen SEQ ID NO: 18 / SEQ ID NO: 19 oder das Paar der 
15 komplementarisn Sequenzen davon beinhaltet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch die Venw/endung 
mindestens eines M. tuberculosis-spez\rischer\ DNA- 
Polymbrphismus in der Promotomegion des narGHJl- 
Nitratreduktase-Operons von l\/lykobakterien, insbesondere an Posi- 

20 tion 215 in 5' zu 3'-Lesericlitung strangaufwarts des Translatl- 
onsstartcodons GTG des narGHJl-Operons zum spezifisciien Nach- 
weis einer Infektion mit M. tuberculosis. In einer besonders bevor- 
zugten Variante ist dieser Genomabschnitt dadurch gekennzeichnet, 
das er die Nucieinsauresequenz dargestellt in SEQ ID NO: 10 oder 

25 die komplementare Sequenz davon enthait, insbesondere. aus. dieser 
besteht. Bevorzugt erfolgt die erfindungsgem§Be- Verwendung in 
mindestens einem PGR-Ansatz mit anschlleliender oder gleichzeiti- 
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ger Hybridisierung, beispielsweise in einer Echtzeit-PCR oder in an 
sicli bel<annten Verfahren der i<lassichen Hybridisierung, der DNA- 
Sequenzierung, insbesondere in einem KapillarsequenziergerSt. der 
allelspezifischen PGR, des OLA (..oligonucleotide-ligation assay"), 
5 des SSCP (nSingle strand confomiation polymorphism") oder der de- 
naturierenden Gradienten-Gelektrophorese (DGGE). Alternative Ver- 
fahren zur Amplifikatlon bestehen dabel neben der PGR beispiels- 
weise in den bekannten Verfahren NASBA, SDA oder LGR. 

Die Erfindung wird anhand des anhSngenden Sequenzprotokolls, 
10 das die Sequenzen Nr. 1 bis 19 enthalt, anhand der Figuren 1 bis 4 
sowie anhand der Beispiele 1 bis 3 ndher eridutert. 

SEQ ID NO: 1 - Vorwartsprimer zur Ampitfikation eines 1000 bp- 
Fragments des 16S-rRNA-Gens vom Mykobakterien, enthaltend die 
gattungsspezlfische Region III der Gattung Mycobacterium, 

15 SEQ ID NO: 2 - Vorwartsprimer zur Amplifikation eines 100 bp- 
Fragments des 16S-rRNA-Gens vom Mykobakterien, enthaltend die 
gattungsspezlfische Region III der Gattung Mycobacterium, 

SEQ ID NO: 3 - RQckwartsprimer zu den Primem dargestellt in SEQ 
ID NO: 1 Oder SEQ ID NO: 2 zur Amplifikation eines 100 bp- oder 
20 1 0OObp-Fragments des 1 6S-rRNA-Gens von Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 4 - Hybridisierungssonde, insbesondere Anker-Sonde 
und Donor-Komponente eines Sondenpaars zur Detektion der gat- 
tungsspezifischen Region III des 16S-rRNA-Gens von Mykobakte- 
rien, 

25 SI^Q ID NO: 5 - Hybridisierungssonde, insbesondere Sensor-Soride 
und Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur Detektion der 
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gattuhgsspezifischen Region ill des 1 6S-rRNA-Gens von Mykobak- 
terien, 

SEQ ID NO: 6 - Vonvartsprlmer zur Amplifikation eines 155 bp- 
Fragments des narGHJ/-Promotors von Mykobakterien enthaltend 
5 einen DNA-Po!ymorphismus spezifisch fQr M: tuberculosis, 

SEQ ID NO: 7 - RQckwartsprimer zu SEQ ID NO: 6, 

SEQ ID NO: 8 - Hybridisierungssonde (antisense). insbesondere 
Anker-Sonde und Donor-Komponente eines Sondenpaars zur Detek- 
tibn der artspezlfischen Region des narGHJ/-Promotors von Myko- 
10 bakterien, 

SEQ ID NO: 9 - Hybridisiemngssonde (antisense), insbesondere 
Sensor-Sonde und Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur 
Detektion der artspezifischen Region des narGHJ/-Promotors von 
Mykobakterien, 

15 SEQ ID NO: 10 - Hybridisierungssonde (antisense), insbesondere 
Sensor-Sonde und Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur 
Detektion der artspezifischen Region des narGHJZ-Promotors von 
Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 11 - Vorwartsprimer zur Amplifikation eines 200 bp- 
20 Fragments des oxyR-Gens von Mykobakterien enthaltend einen 
DNA-Polymorphismus spezifisch fur bovine Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 12 - RQckwartsprimer zu SEQ ID NO: 11. 

SEQ ID NO: 13 - Hybridisierungssonde (antisense), insbesondere 
. Anker-Sonde .und bonor-Komponente eiries Sondenpaars zur Detek- 
25 . tion der artspezifischen Region des oxyk-Gens von Mykobakterien, 
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SEQ ID NO: 14 - Hybridisiemngssonde (antisense), insbesondere 
Sensor-Sonde und Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur 
Detektion der artspezifischen Region des. oxyR-Gens von Mykobak- 
terien, 

5 SEQ !D NO: 15 - Vorw§rtsprimer zur Amplifikation eines 320 bp- 
Fragments einer RD1 flankierenden Region von M. bovis BCG. 

SEQ ID NO: 16 - Vorwartsprimer zur Annplifikation eines 290 bp- 
Fragments einer RD1 flankierenden Region von M. tuberculosis, M. 
bovis, M. africanum und M. microti, 

10 SEQ ID NO: 17 - ROckwartsprimer zu SEQ ID NO: 15 und SEQ ID 
NO: 16, 

SEQ ID NO: 18 - Hybridisierungssonde (antisense), insbesondere 
Anker-Sonde und Donor-Komponente eines Sondenpaars zur Detek- 
tion der M. bovis BCG-spezlfischen RD1 flankierenden Region von 
15 Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 19 - Hybridisierungssonde (antisense), insbesondere 
Sensor-Sonde und Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur 
Detektion der M. bovis BCG^spezifisclien RD1 flankierenden Region 
von Mykobakterien. 

20 Figur 1 - zeigt eine sciiematische Darstellung der RDI-Region und 
die RD1 flankierenden Reglonen des Mykobakteriengenoms sowie 
einedort hybridisierende Sonde und zur Amplifikation der entspre- 
chenden DNA-Fragmente eingestetze Primer In der Orientlerung der 
Amplifikationsreaktion. Fehlende Obereinstimmungeri der Basenpaa- 

25 rung des Primers mit der SEQ. ID NO: 16 mit der Sequehz der RD1 
siiid als fettgedruckte Kleinbuchstaben dargestellt. In Figur 1.A ist 
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die genomische Region von M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum 
Oder M. microti dargestellt In Figur 1.B ist die Region von M. boi/is 
BCG dargestellt, worin die 9650 bp RD1 Region fehlt. 

Figur 2 - zeigt Schmelzkurven der Hybridisierung des spezifischen 
5 Hybridisierungssondenpaars mit SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 8 mit 
der M. tubercu!osis-spez\f\schen Region im amplifizierten 155 bp- 
Fragment des narGHJ-Promotors. 




Figur 3 - zeigt Schmelzkurven der Hybridisierung des spezifischen 
Hybfidisierungssondenpaars mit SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 10 mit 



10 der M. fuiben?t//os/s-spezifischen Region im amplifizierten 155 bp- 
Fragment des narGHJ-Promotors. 

Figur 4 - zeigt Schmelzkurven der Hybridisierung des spezifischen 
Hybridisierungssondenpaars m'rt SEQ ID NO: 18 / SEQ ID NO: 19 
mit der M. bovis BCG-spezifischen Region in den amplifizierten 320 
15 bp- und 290 bp-Fragmenten der RD1 flankiereriden Regionen. 

Beispiel 1 : DNA-lsolieruna 




a) aus klinischem Material 



Mikrobielle DNA wird aus klinischen Proben bestehend aus Sputum, 
Bronchiallavage, Magensaft, Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut 
20 Oder Punktat-Biopsien In an sich bekannter Weise zum Beispiel mit- 
tels eines QiampMiniKit™ (Firma Qiagen, Katalog-Nr. 51306) aufge- 
reinigt, das heiSt extrahlert. - 



-34- 



Gleiss & GroBe 



b) aus Kufturisolaten 

Kulturen zu diagnostizierender Mikroorganismen aus Patientenpro- 
ben werden In einem automatislerten Zellkultursystem BACTEC™ 
MGIT™ (Becton, Dickinson and Company Diagnostic Systems, USA) 
5 in FIQssigkulturen unter Bedingungen, welclie die Kultivierung sSure- 
fester Stabchen, insbesondere von Mykobakterien, unterstQtzen. 
angezQciitet. Aus den positiven Kulturen wird die mikrobielie DNA 
beispielswelse mittels mechanisclier Disruption eriialten. Die mikro- 
bielie DNA wird in an sich bekannter Weise zum Beispiel mittels ei- 
10 nes QIAmp™ DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) aus den 
Kulturisolaten extrahiert und gegenbenenfalls aliquotiert! 

BeisDiel 2: PCR-Amplifikation 

Zur Amplifikation in einer optimierten UghtCycler™-PCR wird ein 
Ansatz beinhaltend die fertig erhaltliche l\4ischung „LightCycIer Fast- 
15 Start DNA Master Hybridisation Probes" (Katalog-Nr. 239272, Firma 
Roche Molecular Biochemicals) gewShit. 

Es wird folgende Reaktionsmlschung fQr die LightCycler-Reaktion 
hergestellt: 

• FastStart™ Taq Polymerase 
20 • Reaktionspuffer 

• Desoxi-Nucleosid-Triphosphat-Mischung (dNTP) 

• 3 mmol/l MgCIa (Endkonzentration) 

• Primer, je Primer 18 pmol, entsprechend 1,1 pmol/l Endkon- 
zentralion 
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• Oligonudeotid-FRET-Sonden-Paar 

je Sonde: 2 pmol, entsprechend 100 nmol/l Endkonzentration 

Diese Reaktlonsmischung wird durch Puls-Zentrifugation In die Glas- 
kapillaren des LightCycler-Systems verbracht und die Amplifikation 
5 nach dem ^Hot Start" -Prinzip nach einer anfSnglichen Denaturieruna 
bel 95'C fQr 10 l\/Iinuten mit den foigenden Schrltten durcligefQhrt: 

1 . Denaturierung bel 95°C fQr 3 Sekunden 

2. Primer-Hybridislerung bei Temperaturen von SS^C bis 62°C 
fQr 2 Sekunden („touch-down-anneallng") 

10 3. Polymerisation bei 72°C fQr 40 Sekunden 

Die Sclirltte 1 bis 3 werden insgesamt 50 mal zyklisch abgearbeitet, 
wobel fOr die ersten 5 Zyklen die Hybrldisieruhg in Schritt 2 bei 68°C 
erfolgt und bel den nachfoigenden 6 Zyklen die Temperatur auf 62°C 
in Schrltten von 1°C pro Zyklus reduziert wird und fur die restlichen 
15 Zyklen bei 62''C durchgefQhrt wird. Die Rate der TemperaturSnde- 
rung liegt bei alien Schrltten bel 20°C pro Sekunde. 

• Zur Amplifikation der den M. tuberculosis-spezifisdhen DNA- 
Polymorphismus enthaltenden Region des narGHJZ-Promotors wird 
der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 6 als Vonwartsprl- 
20 mer und der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 7 als 
RQckwartsprimer eingesetzt. Es werden 155 bp-Fragmente des 
nart5HJ/-Promotors ampliflziert. Es zeigt sich welter, dass die Ver- 
wendung dieser Primer lediglich bel EnregeretSmmen des TBC zu 
einem Amplifikatipnsprodukt fQhren, nicht aber bel nlcht- 
25 tuberkulSsen Erregern oder nicht-rhykobakteriellen Erregern. Daher 
l.a^st die Venvehciuhg. der Primer mit deri NucleotidsequeAzen iSEQ 
ID NO:. 6 und/oder SEQ ID NO: 7 auch di6 elhdeutige Unterschel- 
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dung von En-egem von Arten des TCB gegenQber En-egem von 
nicht-tuberkuiOsen Arten und gegenQber En-egern von nlcht- 
Mykobakterien zu. 

Zur Ampliflkatlon sines DNA-Fragments mit einem DNA- 
5 Polymorphlsmus des oxyR-Gens spezifisch fflr bovine IVIyicobalcte- 
rien wird der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 11 als 
Vonwartsprimer und der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID 
NO: 12 als RQckwartsprimer eingesetzt. Es werden 200 bp- 
Fragmente des oxyR-Gens amplifiziert. 

10 Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten enthaltend RD1 flankierende 
Reglonen spezifisch fQr M. bovis BCG werden die Primer mit der 
Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 15 und/oder SEQ ID NO: 16 als Vor- 
wSrtsprimer und der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 
17 als RQckwartsprimer eingesetzt. M. bovis BCG fehit als einzige 

15 Spezles innerhalb des TBC die RD1. Die Primer mit der Nucleotid- 
sequenz SEQ ID NO: 15 und SEQ ID NO: 17 sind dabei komplemen- 
tar mit einer das 3'-Ende von RD1 flankierenden Region bezie- 
hungsweise einer das 5'-Ende von RD1 flankierenden Region (Figur 
. 1). Der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 16 1st gegen 

20 das 3'-Ende von RD1, Innerhalb von RD1, gerichtet (Figur 1.A). Das 
Primerpaar mit Nucleotldsequenzen SEQ ID NO: 15 / SEQ ID NO: 
17 amplifiziert dabei DNA-Fragmente mit einer LSnge von 320 bp 
von Erregerstammen. der Art M. bovis BCG, wenn der 9650 bp 
umfassende RDI-Abschnitt (siehe Figur .1 A) im 

25 Mykobakteriengenom fehIt, was bei Erregerstammen der Art M. 
bovis BCG der Fall ist (Figur 1 B). Das Primerpaar mit den 
Nucleotidsequenzen SEQ ID.NO: 16 / SEQ ID NO: 17 ampjjfizjert. 
PNA-Fra'grfiente mit einer Lange von 290 bp von Erregerstammen 
der Arten M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum und M microti bei 
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africanum und M. microti bei Vorhandenseln des 9650 bp umfassen- 
den RD1-Abschnltts. Das 320 bp Fragment. daS spezifisch fiir M. 
bovis BCG ist, entsteht durch die Bindung der Primer mit SEQ ID NO 
15 und 17 (Figur 1 B). Primer mit SEQ ID NO 16 hat kein Target, da 
5 RD1 bel M. bovis BCG fehlt. Das 290 bp Fragment, das spezifisch 
fQr M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum und /w. microti ist, ent- 
steht durch die Bindung der Primer mit den SEQ ID NO 16, 17 an ihr 
Target (Figur 1 A). Ein Primer mit SEQ ID NO 15 bindet zwar auch, 
aber das Fragment von 10 kbp, das theoretlsch mit Hllfe der Primer 
10 mit SEQ ID NO 15 und 17 amplifiziert wQrde, ist zu groB, urn effizient 
amplifiziert zu werden. 

Beispiel 3: Detektion und Schmelzkurvenanalvse 

Zur Detektion der amplifizierten Fragmente werden in die Reakti- 
onsmischung (siehe Beispiel 2) eingesetzte FRET-mariderte Hybridl- 

15 sierungssondenpaare venwendet, wobei jeweils ein Hybridisierungs- 
sonden-Partner (SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 18) als Donor-Komponente am 3'-terminalen Nucleotid 
mit Fluorescein assoziiert ist, und der jeweils andere Hybridisie- 
rungssonden-Partner (SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9 Oder 10, SEQ 

20 ID NO: 19) als Akzeptor-Komponente am 5'-tenninalen Nucleotid mit 
LightCycler-Green™ 640 assoziiert ist. Der Hybridisierungssonden- 
Partner SEQ ID NO: 14 ist als Akzeptor-Komponente am 5'- 
terminalen Nucleotid mit LightCycler-Green™ 705 assoziiert. 

Die bei der Detektion mit den Hybridisierungssonden unmittelbar 
25 nach dem letzten Ampllfikationszyklus erfolgende Schmelzkurven- 
analyse beginnt. mit der Denaturierung der amplifizierten Fragmente 
bei 95X fQr 30 Sekunden, Worauf eine Hybridisierung mit den vor- 
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genannten FRET-Paaren bei 38°C fQr 30 Sekunden foigt. Zur Be- 
stimmung der Schmelzkurve der Hybridisierung wi'rd die Temperatur 
anschlieBend kontinulerllch von 38°C auf 80°C mit einer Rate von 
0.2°C pro Sekunde erhSht, wobei die von den konjugierten FRET- 
5 Paaren emittlerte Fluoreszenz kontinuierlich aufgezeichnet wird. Die 
Fluoreszenz eriisoht regeimaSig sobaid mindestens ein Hybridisie- 
rungssonden-Partner abschmilzt. Zur Auswertung des Fluoreszenz- 
signals wird das LightCycler-„Run Profile'-Programm in der Version 
3.5.3 eingesetzt, wobei die Verstarkung des F2- und F3-Kanals. des 
10 photometrischen Detektors des LightCycler-Systems automatisch 
eingestellt wird. 

Zur spezifischen Hybridisierung der den M. f£//)e/C£//os/s-spezifisclien 
DNA-Polymorphismus enthaltenden Region des narGHJI-Promotors 
wird das FRET-markierte Hybridisierungssondenpaar m'rt den Nucle- 

15 otidsequenzen SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 9 eingesetzt Alternativ 
wird zur spezifischen Hybridisierung der den M. tubemulosis- 
spezifischen DNA-Polymorphismus"" enthaltenden Region des 
AiarGHJ/-Promotors das FRET-markierte Hybridisierungssondenpaar 
mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 10 einge- 

20 setzt. 

Zur spezifischen Hybridisierung der den DNA-Polymorphismus 
spezifisch fQr bovine Mykobakterien enthaltenden Region des oxyR- 
Gens wird das FRET-markierte Hybridisierungssondenpaar mit den 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 13 / SEQ ID NO: 14 eingesetzt. 

25 Zur spezifischen Hybridisiemng der Regionen enthaltend RD1 flan- 
klerende Regionen spezifisch fQr M. bovis BCG wird das FRET- 
markierte .Hybridisierungssondenpaar. mit deri Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 18 / SEQ ID NO: 19 eingesetzt. Die Primerkombination 
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mit SEQ ID NO 15, 16 und 17 wird mit der als Sensorsonde ausge- 
bildeten Hybridlsierungssonde mit der SEQ ID NO: 19 in einer Light- 
Cycler-Reaktion kombiniert. Diese Sensorsonde wurde so kon- 
struiert, daB weder eine 100%ige Homologie zu dem 320 bp Frag- 
5 ment, das spezifsch fiir M. bovis BCG ist, noch zu dem 290 bp 
Fragment, das spezifisch fur M. iubercuiosis, M. bovis, M. africanum 
und M. microti ist, besteht. Zwischen der Sonde und dem 320 bp- 
Fragment bestehen drei Nukleotidunterschiede (In Flgur 1 B, fett- 
und kleingedruckte Nucleotide). Zwischen dem 290 bp-Fragment 

10 und der Sonde betehen ebenfalls drei Nukleotiduntersclilede (in Fi- 
gur 1 A, fett- und kleingedruckte Nucleotide). Die Unterschiede lie- 
gen jedoch an einer anderen Position innerhalb der Bindungsstelle 
der Sonde. Es enstehen zwel unterschiedliche Schmelzpunkte die 
jeweils spezifiscli fOr das 320-bp-Fragment, also fOr M. bows BCG, 

15 beziehungsweise fQr das 290-bp Fragment, also fQr M. tubercuiosis, 
M. bovis, M. africanum und M. microti s\nd (Tabelle 1). 

Die Figuren 2 bis 4 und die Tabelle 1 zeigen die Ergebnisse der 
Schmelzkurvenanalyse. 
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AnsDriiche 

1. Verfahren zum spezifischen Nachweis von Mycobacterium 
tuberculosis (M. tuberculosis) in klinischem Material 
umfassend die Schritte 

a) Extraktlon von mikrobieller DNA aus klinischem Material, 

d) Amplifikation mindestens eines DNA-Fragments der 
Promotorregion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons 
von Mykobakterien enthaltend eine mindestens einen 
DNA-F>oiymorphismus spezifisch fQr M. tuberculosis aus 
der extrahierten DNA, 

e) Detektipn der spezifischen Hybridisierung des 
ampliflzierten DNA-Fragments m'lt mindestens einer 
Hybridlsierungssonde, welche die Nucleotidsequenz, 
ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 
9, der komplementSren Sequenz zu SEQ ID NO: 9, 
SEQ ID NO: 10 und der komplementaren Sequenz zu 
SEQ ID NO: 10, umfasst. 

wobei der speziflsche Nachweis von M. tuberculosis 
gegenuber M. bovis, M. bovis BCG, M africanum und M. 
microti mittels Schmeizkurvenanalyse erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der DNA-Polymorphismus 
an Position - 215 der Promoton-egion in 5' zu 3'-Leserichtung 
strangau^jgrts . de^; TranslatipnsstMrt-eqdp^^^^ des 
narGWJZ-Nltratreduktase-bperons lokaiislert ist. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei in Schritt d). die 
Ampiifllotion mitteis eines Primerpaares umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 6 / SEQ ID NO: 7 erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, wobel in Schritt 
e) die spezifische Hybridisierung mit mindestens einem Paar 
markierter Hybridisierungssonden umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 9 oder das 
Paar der komplementSren Sequenzen davon und/ oder die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 10 oder das 
Paar der komplement§ren Sequenzen davon erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
zusatzllch umfassend die Schritte: 

b) Amplifikatlon mindestens eines DNA-Fragments des 16S- 
rRNA-Gens enthaltend mindestens eine Mykobakterien- 
spezlfische Region mitteis eines Primerpaares umfassend 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 1 / SEQ ID NO: 3 
und/oder SEQ ID NO: 2 / SEQ ID NO: 3 aus der 
extrahierten DNA und 

c) Detektion der spezifischen Hybridisierung der gattungs- 
spezifischen Region des vervielfachten 16S-rRNA- 
Fragments mitteis eines Paares markierter 
Hybridisiemngssonden, wobei das Paar die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 5 
umfasst, 

wobei der spezifische Nachweis von Mykobakterien 
gegenQber nicht-Mykobakterien mitteis 

Schmelzkurvenanalyse erfolgt 



6. Verfahren zum spezifischen Nachweis von M. bovis BCG in 
klinischem Material umfassend die Schritte 



a) Extraktion von mikrobieller DNA aus kiinischem Material. 

h) Ampl'rflkation mindestens elhes DNA-Fragments 
enthaltend RD1. flanklerende Regionen des 
Mykobakteriengenoms aus der extrahierten DNA, 

i) Detektion der spezifischen Hybridlsierung des 
amplifizierten DNA-Fragments mit mindestens einer 
•markierten Hybridisierungssonde, welche die 
Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 19 oder die 
komplem'entare Sequenz davon umfasst und 

wobei der spezlfische Nachweis von M. bovis BCG 
gegenQber M. tuberculosis, M. bovis. M. africanum und M. 
microti mittels Schmelzkurvenanalyse erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 6, wobei in Schritt h) die 
Amplifikation mittels forward-Primer umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 15 und SEQ ID NO: 16 und 
reverse-Primer umfassend die Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 
17 erfolgt. 

Verfahren nach einem der Ansprilche 6 oder 7, wobei In Schritt 
I) die spezrfische Hybridislemng mit mindestens eInem Paar 
markierter Hybridisierungssonden umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 18 / SEQ ID NO: 19 oder das 
Paar der komplementaren Sequenzen davon erfolgt. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 8, zusatzllch 
umfassend die Schritte 
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f) Amplifikation mindestens eines DNA-Fragments des 
oxyR-Gens enthaftend eine mindestens einen DNA- 
Polymorphismus spezifisch fur bovine l\/lykobakterien aus 
der extrahierten DNA mittels mindestens einem 
Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 11 /SEQ ID NO: 12. 

g) Detektipn der spezifischen Hybridisierung des 
amplifizierten DNA-Fragments mit einem Paar markierter 
Hybridisierungssonden umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 13 / SEQ ID NO: 14 
Oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon, 

wobel der gemeinsame Nachwels von M. bovis und M. 
bovis BOG gegenQber M. tuberculosis, M. africanum und 
M. microti mittels Schmelzkurvenanalyse erfoigt. 

10. Verfahren zum gemeinsamen und jeweils spezifischen 
Nachweis von Erregern des Mycobacterium tuberculosis- 
Kompiex (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. 
africanum und M microti) in klinischem Material umfassend 

• Schritte a) bis e) gemaS dem Verfahren nach Anspruch 5 zum 
spezifischen Nachweis einer Infektion mit M. tuberculosis und 

Schritte f) und g) zum gemeinsamen Nachweis von M. bovis 
und M. bovis BCG gegenQber M. tuberculosis, M. africanum 
und M> microti sowie h) und i) zum spezifischen Nachweis von 
M. bovis gegenOber M. bovis BCG. gemaS dem Verfahren nach 
Anspruch 9. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobel die 
Vervi^lfachung der DNA-Fragmente mittels Polymerase- 
Kettenreaktion (PGR) bevorzugt als Echtzeit-PCR, bevorzugt 
mittels LfghtCycler™-System, durchgefQhrt wird. 
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12. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei die 
Schritte spezifischer Hybridisierung wahrend oder nach der 
Amplifikation der DNA-Fragmerite erfolgt. 

13. Verfahren nach eInem der vorstehenden AnsprQche. wobei die 
spezifische Hybridisierung und deren Detelction in der Echtzeit- 
PCR, bevorzugt im LightCycler™-System erfolgt 

14. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei die 
Detel<tion der spezifischen Hybridisierung mittels 
Fluoreszenznachweis durchgefQhrt wird und wobei die 
markierten Hybridisierungssonden-Paare als Fiuoreszenz- 
Resonanz-Energie-Transfer(FRET)-Paar ausgebildet sind. 

15. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei das 
klinische l\/laterial ausgewahit ist aus der Gruppe klinischer 
Proben bestehend aus Sputum, Bronchiallavage, Magensaft, 
Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut und Biopsien. 

16. Oligonucieotid-Primerpaar, zur Amplifikation eines DNA- 
Fragments der M. ftyftercu/os/s-speziflschen Promotorregion 
des A7arGHJ/-Nltratreduktase-Gens, umfassend 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 6 / SEQ ID NO: 7. 

17. Oligonucieotid-Primerpaar, zur Amplifikation eines DNA- 
Fragments des oxyR-Gens spezifisch fQr bovine 
Mykobakterien, umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 11 / SEQ ID NO: 12. 

18. Oligonucleotid-Primer, zur Amplifikation mindestens eines 
DNA-Fragments enthaltend RD1 flankierende Regionen des 
Mykobakteriengenoms, umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 .und/oder SEQ ID NO: 17. 
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19. Oligonucleotid, welches mit einer M. fubercu/os/s-spezifischen 
Promotorregion des /7arGHJ/-Nitratreduktase-Operons 
speziflsch hybridlslert umfassend die Nucleotidsequenz 
SEQ ID NO: 9 oder die l<omplement§re Sequenz davon. 

20. Oligonucleotid. welches mit einer M. fuf)e/cu/os/s-spezifischen 
Promoton-egion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons 
speziflsch hybridlsiert umfassend die Nucleotidsequenz 
SEQ ID NO: 10 Oder die komplementare Sequenz davon, 

21. Oligonucleotid-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 9 oder das Paar der 
komplementaren Sequenzen davon. 

22. Ollgonucleotld-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 10 oder das Paar der 
komplementaren Sequenzen davon. 

23. Oligonucleotid-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 13 / SEQ ID NO: 14 oder das Paar der 
komplementaren Sequenzen davon. 

24. Oligonucleotid-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 18 / SEQ ID NO: 19 oder das Paar der- 
komplementaren Sequenzen davon. 

25. Kit zum spezifischen Nachweis von Mycobacterium tuberculosis 
umfassend 

a) mindestens ein Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 6 / SEQ ID NO: 7, und 
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b) mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 8 / SEQ ID NO: 9 
Oder das Paar der komplement3ren Sequenzen davon 
und/oder mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar 
umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 8 / 
SEQ ID NO: 10 Oder das Paar der kompl6mentaren 
Sequenzen davon. 

26. Kit nach vorhierigem Anspmch zus§tzlich umfassend 

c) mindestens ein Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 1 / SEQ ID NO: 3 
und/oder mindestens ein Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 / SEQ ID NO: 3 und 

d) mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 5 
Oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon. 

27. Kit zum gemeinsamen und spezifischen Nachweis von M. bovis 
und/oder M. bovis BCG umfassend 

a) mindestens ein • Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 11 / SEQ ID NO: 12. 

b) mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 13 / SEQ ID NO: 14 
Oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon, 

c) mindestens ein Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 15 / SEQ ID NO: 17 
und/oder mindestens ein Primerpaar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 16 / SEQ ID NO: 17 und 
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d) mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend 
die Nucleotldsequenzen SEQ ID NO: 18 / SEQ ID NO: 19 
Oder das Paar der komplement§ren Sequenzen davon. 

28. Verwendung mindestens eines M. tuberculosis-spezWischen 
DNA-Polymorphismus in der Promotorregion des narGHJI- 
Nitratreduktase-Operons von iv!ykobal<terien, entriaitend die 
Nucleinsauresequenz dargesteilt in SEQ ID NO: 10 oder die 
komplementare Sequenz davon, zum spezifischen Nachweis 
einer Infektion mit M. tuberculosis. 
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Zusammenfassunq 

Verfahren und Mittel zum spezifischen Nachweis von Mykobakterien 
des Mycobacterium tuberculosis-Komplex (TBC), insbesondere My- 
cobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bo- 
vis BCG In kllnischem Material. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Bange, Franz Ch. 

<12 0> Spezifischer Nachweis von Mykobakterien des M. tuberculo 
sis-Komplex 

(Specific Detection of Mycobacteria of M. txib . -Complex) 



<13 0> 


18091 


<160> 


19 


<170> 


Patentin version 


<210> 


1 


<211> 


21 


^212> 


DNA 


l213> 


Mycobacterium 


<400> 


1 



gagtttgatc ctggctcagg a 
21 




<210> 2 

<211> 18 

<212> DNA. 

<:2 13 > Mycobacterium 

<400> 2 

ggcggagcat gtggatta 
18 



<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 

<400> 3 

tgcacacagg ccacaaggga 
20 



<210> 4- 
<211> 23 
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<212> DNA 

<213> Mycobacterium 

<400> 4 

gcaacgcgaa gaaccttacc tgg 
23 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



5 

18 
DMA 

Mycobacterium 



<400> 5 

tttgacatgc acaggacg 
18 

^^^210> G 

<211> 19 

<212> DNA 

<213 > Mycobacterium 

<400> 6 

aaccgacggt gtggttgac 
19 



<210> 7 

<211> 19 

<212> DNA 

_ <2 13 > Mycobacterium 

^^B400> 7 

atctcgatgg atgggcgtc 
19 



<210> 8 
<211> 22 
<212> DNA 

•<213 > Mycobacterium 
<400> 8 

gtcgccacgc gtccagaaaa cc 
22* ■ 



<210> 9 
<211> 18 
<212> DNA 

<213 > Mycobacterium 
<400> 9 

cgtgatcgct acgggcat 
18 . 




<210> 10 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 

<400> 10 

cgtaatcgct acgggcat g 
19 



<210> 11 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 

<400> 11 

cgggtgccgc tgaccgcg 
18 



<210> 12 

'<211> 18 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 12 

ccagccggct tcgcgtgg 
1.8 



<210> 13 

<211> 22 

<212> DNA 

<2i3> Mycobacterium 



<400> 13 

gccggtcacg cactgcacga 
22 



<210> 1.4 

<211> 15 

<212> DNA 

<213 > Mycobacterium 

<400> 14 
ggccagccac accgc 
15 



5:210> 15 

211> 19 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 15 

ctagacgagg ccgctcaag 
19 



<210> 16 

<211> 20 

<212> DNA . 

<213 > Mycobacterium 



<400> 16 
agacgtggc ctttctgctg 
20 



<210> 17 

<211> 20 

<212> DKA. 

<213> Mycobacterium 



<400> 17 

acgggttact gcgaataccg 
20 



<210> 18 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 18 

gctatgccag acagatgctg gate 
24 



<210> 19 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 19 

pgcggctggg tggaatgcc 
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